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亚 致 死 剂 量 吡虫啉 胁迫 对 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 与 
外 勤 蜂 免 疫 解毒 相关 基因 表达 及 
免疫 解毒 酶 系 活力 的 影响 


REK, RUM, Dik, FAR, SRE, AONO 


(福建 农林 大 学 蜂 学 学 院 , HAIN 350002) 


摘要 :【 目的] 吡 来 啉 (imidaclorprid) 是 广泛 使 用 的 新 烟 碱 类 杀 束 剂 之 一 。 大 量 研究 表明 亚 致 死 剂 
量 吡虫啉 影响 意大利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica( 简称 “ 意 蜂 ”) 幼 时 的 发 育 和 成 年 蜜蜂 的 采集 、 学 习 
等 行为 。 本 实验 旨 在 探究 亚 致 死 剂量 吡 忠 啉 对 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 (1 日 龄 成 年 工蜂 ) 与 外 勤 峰 (21 
日 龄 成 年 工蜂 ) 免 疫 解毒 相关 基因 表达 及 免疫 解毒 酶 系 活力 的 影响 ,进而 为 蜜蜂 健康 的 维护 提供 


科学 依据 。【 方 法 】 测 定 饲 喂 含 0.1 ng/ ph 吡虫啉 的 5096 莽 糖 溶液 不 同时 间 后 意 蜂 成 年 工蜂 的 存 
活 率 ;利用 荧光 定量 PCR 检测 饲 喂 含 0.1 ng/ pL 吡虫啉 的 50% ERR 6 d 后 其 体内 免疫 基因 多 


酚 氧 化 酶 基因 (PPO43 GenBank 登录 号 : GB43738 ) Abaecin 类 抗菌 肽 基因 (4B4，GenBank 登录 
号 : GB18323) , 葡 欧 糖 脱 氢 酶 基因 (CLD，GenBank 登录 号 : GB43007) 和 解毒 基因 细胞 色素 P450 
基因 (CYP450 6a2, GenBank 登录 号 : GB49876) 的 表达 ,并 采用 双 抗 体 一 步 夹 心 法 酶 联 和 免疫 吸附 试 
验 测定 其 体内 细胞 色素 P450 酶 (cytochrome P450, CYP450) 含量 和 多 酚 氧 化 酶 (polyphenol 
oxidase, PPO) A. [25 R]1 He Fe 21 日 龄 意 蜂 成 年 工蜂 连续 饲 咀 6 d 含 0.1 ng uL 吡虫啉 的 
5096 蔗糖 溶液 后 ,其 存活 率 与 对 照 组 ( 饲 喂 含 0.1 ng/uL 丙酮 的 50% 茂 糖 溶液 ) 无 显著 差异 ;连续 
HRI d 40.1 ngul 吡虫啉 的 5096 蘑 糖 溶液 后 ,1 日 龄 意 蜂 成 年 工蜂 存活 率 与 对 照 组 无 显著 差 
异 ,而 21 日 龄 意 蜂 成 年 工蜂 存活 率 与 对 照 组 有 显著 差异 。1 日 龄 意 蜂 成 年 工蜂 自由 取 食 含 0.1 
ng/ wh 吡虫啉 的 莽 糖 溶液 6d 后 ,， PPOA3, CYP450 6a2, ABA 和 GLD 表达 水 平 , 细 胞 色素 P450 & 
量 以 及 多 酚 氧 化 酶 活力 与 对 照 组 相 比 均 有 显著 下 调 趋 势 ; 而 21 ORE LUE TL 3ERUR IX 258 6 d 
后 ,CYP450 6a2, ABA 和 GLD 表达 水 平 及 多 酚 氧 化 酶 活力 与 对 照 组 相 比 均 有 显著 下 调 趋势 ,PPO43 
表达 水 平和 细胞 色素 P450 含量 有 显著 上 调 趋势 。 【结论 】 亚 致死 剂量 吡 吕 啉 影响 意大利 蜜蜂 内 勤 
蜂 与 外 勤 蜂 免疫 解毒 相关 基因 的 表达 及 免疫 解毒 酶 系 活力 ;吡虫啉 短期 胁迫 对 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 与 
外 勤 蜂 的 存活 无 显著 影响 ,长 期 胁 连 则 会 影响 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 与 外 勤 蜂 的 存活 。 
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Effects of sublethal doses of imidacloprid on the expression of immune 
and detoxification related genes and the activities of immune and 
detoxification related enzymes in house and field bees of Apis mellifera 
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Abstract: [ Aim] Imidacloprid is one of the widely used neonicotinoid insecticides. Studies indicated 
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that sublethal doses of imidacloprid affect the larval development of honeybees and the foraging and 
learning behaviors of adult honeybees. This study aims to investigate the effects of sublethal doses of 
imidacloprid on the expression of immune and detoxification related genes and the activities of immune 
and detoxification related enzymes in house bees (1 day-old adults) and field bees (21 day-old adults) of 
Apis mellifera ligustica, so as to provide a scientific basis for the maintenance of honeybee health. 
[Methods] The 1 and 21 day-old adults of A. m. ligustica were fed with 50% (w/v) sucrose solution 
containing 0.1 ng/L of imidacloprid ad libitum, the survival rates at different time after treatment were 
determined. The expression levels of PPOA3 ( GenBank accession no.; GB43738), CYP450 6a2 
(GenBank accession no.: GB49876), ABA (GenBank accession no.: GB18323), GLD ( GenBank 
accession no.; GB43007) in the adult bees at 6 d after treatment were detected by real-time quantitative 
PCR, and the content of cytochrome P450 (CYP450) and the activity of polyphenol oxidase (PPO) in 
them were determined by double antibody one-step sandwich enzyme-linked immunosorbent assay. 
[ Results] After the 1 day-old and 21 day-old adult bees of A. m. ligustica were continuously fed with 
50% sucrose solution containing 0. 1 ng/wL imidacloprid for 6 d, their survival rates showed no 
significant difference from the control | fed with 50% (w/v) sucrose containing 0.1 ng/ ML of acetone | 
(P »0.05). After the 1 and 21 day-old adult bees of A. m. ligustica were continuously fed with 50% 
sucrose solution containing 0.1 ng/L imidacloprid for 9 d, the survival rate of the 1 day-old adult bees 
showed no significant difference from the control, while the survival rate of the 21 day-old adult bees 
showed significant difference from the control. The expression levels of PPOA3 , CYP450 6a2, ABA and 
GLD, the CYP450 content and the PPO activity in 1 day-old adult bees exposed to 0. 1 ng/pL 
imidacloprid for 6 d were significantly downregulated as compared to those in the control. The expression 
levels of CYP450 6a2, ABA, and GLD and the PPO activity in 21 day-old adult bees exposed to 0. 1 ng/ 
uL imidacloprid for 6 d were significantly downregulated, while the expression levels of PPOA3 and the 
CYP450 content were significantly elevated as compared to those in the control group. 【 Conclusion] 
Sublethal doses of imidacloprid affect the expression of immune and detoxification related genes and the 
activities of immune and detoxification related enzymes in both house and field bees of A. m. ligustica. 
The short-term stress of imidacloprid has no significant effect on the survival of the house and field bees of 
A. m. ligustica, but long-term stress may affect their survival. 

Key words: Apis mellifera ligustica; imidacloprid; immune; detoxification enzyme; survival rate; 


enzyme activity 


蜜蜂 作为 世界 上 分 布 最 广泛 的 授粉 性 昆虫 ,不 
仅 为 人 类 提供 蜂蜜 、 蜂 花粉 ,蜂王浆 等 蜂 产 品 , 而且 
帮助 植物 授粉 ,为 生态 系统 多 样 性 做 出 了 很 大 的 贡 
iik( Morse and Calderone ,2000)。 然 而 , 自 2006 年 
美国 暴发 蜂 群 月 省 失调 症 ( colony collapse disorder, 
CCD) 以 来 ( Cox-Foster et al., 2007) ,世界 部 分 地 区 
均 有 蜜蜂 数量 急剧 减少 的 类 似 报 道 ( Neumann and 
Carreck et al., 2010) 。 大 量 研究 表明 农药 . 蜂 螨 、. 病 
毒 等 诱因 的 综合 作用 导致 蜜蜂 的 大 量 死亡 (Potts et 
al., 2010) 。 新 烟 碱 类 农药 的 大 量 使 用 可 能 是 导致 
蜜蜂 死亡 的 最 重要 因素 之 一 (Farooqui, 2013; van 
der Sluijs et al., 2013) 。 

近年 来 ,新 烟 碱 类 农药 已 成 为 世界 上 使 用 量 最 
大 的 农药 之 一 。 新 烟 碱 类 农药 通过 作用 于 昆虫 的 乙 






























































酰 胆 碱 受 体 ,阻碍 乙酰 胆 碱 信号 的 传递 ,导致 昆虫 高 
EJLA , EZ RIFLE TE ( Belzunces et al., 2012) 。 研 
Ai de I o EHE D PEBER RON 3 ~ 120 ng 
(Cresswell, 2011; Li et al., 2017) ,而 蜜蜂 在 田间 接 
触 的 农药 剂量 远 低 于 急性 致死 剂量 ,不 会 导致 蜜蜂 
急性 死亡 ,而 会 使 蜜蜂 健康 处 于 一 种 应 激 胁 迫 状态 ， 
影响 蜜蜂 的 学 习 记 忆 行 为 、 舞 蹈 行为 .采集 行为 、 蜂 
王 的 产 卵 行为 (Belzunces et al., 2012; Farooqui, 
2013; Sandrock et al., 2014) ,还 可 以 影响 蜜蜂 卵 和 
幼虫 的 发 育 ( Yang et al., 2012; van der Sluijs et al., 
2013)。 此 外 ,蜜蜂 主要 依靠 免 疫 基因 、 解 毒 基 因 、 
抗 氧化 基因 等 来 抵御 农药 的 胁迫 ( Gong and Diao , 
2016), 4& Bt H IK-S-Pe EE BE. 2 HL (6, XR PASO 酶 
(cytochrome P450 , CYP450) Z PREAH Bac pe Wit, e P) a 
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化 酶 (polyphenol, PPO) 和 法 酸 酯 酶 是 蜜蜂 体内 重要 
的 解毒 酶 ,参与 蜜蜂 对 农药 的 解毒 机 制 ,对 蜜蜂 的 健 
康 有 重 要 的 保护 作用 (Laurino et al.,2013; Badawy 
et al., 2015) , 

目前 关于 亚 致 死 剂 量 吡 虫 啉 影响 意大利 蜜蜂 免 
疫 解毒 相关 基因 表达 及 免疫 解毒 酶 系 活力 已 有 诸多 
报道 ,连续 饲 喂 意 大 利 蜜蜂 幼虫 15 d 含 吡 虫 啉 2 
pg/L 的 饲料 ,幼虫 体内 CYP450 的 表达 量 显著 上 调 
( Derecka et al., 2013) ,0. 02 ng/uL 吡虫啉 连续 饲 
喂 意 大 利 蜜 蜂 蜂 王 7 d 后 ,蜂王 体内 CYP4G11 和 
CYP6AS14 表达 显著 下 调 ( Chaimanee et al., 2016) , 
ARA REER AEK ER Hk 24 h 后 与 对 照 组 
相 比 体内 多 酚 氧 化 酶 活性 显著 降低 ( Badawy et al., 
2015)。 由 此 可 见 蜜蜂 日 龄 .农药 浓度 、 接 触 农药 时 
间 都 会 影响 蜜蜂 免疫 解毒 相关 基因 的 表达 。 然 而 关 
于 亚 致 死 剂 量 吡虫啉 影响 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 与 外 勤 
蜂 免 疫 解毒 相关 基因 表达 及 免疫 解毒 酶 系 活力 的 研 
究 尚 未 见报 道 。 

本 实验 则 在 探究 亚 致死 剂量 吡虫啉 对 意大利 蜜 
蜂 内 勤 蜂 与 外 勤 蜂 免 疫 解毒 相关 基因 表达 及 免疫 解 
毒 酶 系 活力 的 影响 。 在 实验 室 条 件 下 ERIE 
有 相同 剂量 吡虫啉 的 莽 糖 洲 液 对 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 
与 外 勤 蜂 存活 率 , 免 疫 相关 基因 多 酚 氧 化 酶 基 
PPOA3 , Fi) 4d REO LIE ( glucose dehydrogenase, Gld) 
基因 GLD 和 Abaecin 类 抗菌 肽 基因 ABA 以 及 解毒 
相关 基因 CYP450 6a2 表达 ,以 及 细胞 色素 P450 含 
量 和 多 酚 氧 化 酶 活力 的 影响 ,为 后 续 进 一 步 研 究 亚 致 
死 剂量 吡虫啉 影响 蜜蜂 健康 的 分 子 机制 打 下 基础 。 

























































































































































































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 蜜蜂 来 源 

本 实验 使 用 意大利 蜜蜂 作为 实验 样本 , 取 自 福 
建 农林 大 学 蜂 学 学 院 实验 蜂 场 , 蜂 群 群 势 较 强 且 无 
明显 疾病 症状 。 从 3 个 蜂 群 中 各 取 1 KERTET 
脾 , 一 共 3 张 子 脾 ,分 别 装 入 限 王 产 卵 框 中 ,在 恒温 
培养 箱 中 培养 (温度 34. 50 ,相对 湿度 70% ) ,每 天 
收集 3 张 子 脾 的 刚 出 房 意 蜂 (1 日 龄 ) ,使 用 荧光 笔 
在 意 蜂 胸部 背 板 做 标记 ,标记 后 放 和 蜂 群 中 进行 饲 
F ,使 用 不 同 的 颜色 连续 标记 3 d. 

分 别 抓 取 内 勤 蜂 (1 日 龄 ) 和 外 勤 蜂 (21 HE), 
并 置 于 意 蜂 饲养 盒 中 ,每 盒 20 头 意 蜂 ,每 个 日 龄 抓 
取 6 盒 意 蜂 (对 照 组 处 理 组 各 3 盒 ) , 置 于 恒温 培 
养 箱 中 (温度 30%C ,相对 湿度 70% ) 用 于 接受 亚 致 

























































































死 剂量 吡虫啉 处 理 。 
1.2 亚 致 死 剂 量 吡 虫 啉 处 理 意 蜂 

本 实验 使 用 吡虫啉 纯 品 ( Sigma ) 作为 供 试 农 
药 , 吡 虫 啉 纯 品 0.02 g EF 50 mL 丙酮 中 , 制 成 400 
ng/ pL 的 吡虫啉 母液 ,使 用 棕色 瓶 在 4% 冰箱 中 避 
光 储 存 。50% 的 蔗糖 溶液 用 于 稀释 吡虫啉 母液 ,处 
理 组 意 蜂 饲 喂 含 0. 1 ng/L 吡虫啉 的 5096 BERETA 
液 , 对 照 组 意 蜂 饲 喂 含 0. 1 ng/L 丙酮 的 50% ERE 
溶液 。 实 验 中 , 意 蜂 均 为 自由 取 食 ,每 天 更 换 工 糖 溶 
液 并 清理 死亡 意 蜂 。 连 续 处 理 6 dn. WO EU ERR 
蜂 并 将 样本 放 入 — 80°C 冰箱 中 储存 ,用 于 后 续 免 疫 
解毒 相关 基因 表达 及 酶 活力 实验 。 

另 抓 取 1 日 龄 意 蜂 和 21 日 龄 意 蜂 各 6 盒 ( 每 盒 
20 头 ) , 放 在 恒温 培养 箱 中 饲养 。 人 处 理 组 饲 喂 合 0.1 
ng/ pL 吡虫啉 的 50% TRA, X) HR ZH T] O. 1 
ng/L 丙酮 的 5096 TRE AT, DES A rH Be, RE 
KERMA RC ,记录 死亡 意 蜂 数量 ,并 清理 死亡 意 
蜂 , 直 至 所 有 意 蜂 全 部 死亡 ,测定 0.1 ng/pL 吡虫啉 
对 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 与 外 勤 蜂 存活 率 的 影响 。 
1.3 RNA 提取 与 cDNA 合成 

从 对 照 组 .处 理 组 每 个 日 龄 样本 中 各 取 3 头 意 
蜂 , 使 用 TRIzol 法 提取 意 蜂 总 RNA。 使 用 NanoDrop 
2000 检测 RNA 质量 和 浓度 ,稀释 RNA 浓度 至 1 000 
ng/ uL, 使 用 TaKaRa 公司 的 PrimeScript™ RT 
Reagent Kit with gDNA Eraser( Perfect Real Time) 试 
剂 盒 进 行 反 转 录 合 成 cDNA。 在 PCR 管 中 进 行 反 转 
录 反 应 体系 的 配制 : 5 x gDNA Eraser Buffer 2.0 uL, 
gDNA Eraser 1.0 uL, 总 RNA 1.0 uL, ddH,0 6 uL. 
将 PCR 管 放 入 PCR 仪 中 42% 反应 2 min。 反 应 结 
束 后 ,向 反 转 录 反 应 液 中 分 别 加 入 : PrimeScript RT 
Enzyme Mix I 1 uL, RT Primer Mix 1 pL, 5 x 
PrimeScript Buffer 2 (for Real Time) 4 uL, ddH,O 
4 uL, 420 uL 体系 , 放 和 人 PCR 仪 中 37% 15 min, 
85*C 5 s, 4% 保存 。 
1.4 荧光 定量 PCR 

本 实验 使 用 TaKaRa 公司 的 SYBR® Premix Ex 
Taq'" I (Tli RNaseH Plus ) 试剂 盒 进行 荧光 定量 
PCR 反应 。 在 384 微 孔 PCR 板 上 配制 如 下 的 反应 
体系 (10 uL): SYBR Premix Ex Taq II( Tli RNaseH 
Plus)(2x)5 pL,， 上 下 游 引物 (10 pmol/L) & 0. 4 
kL( 表 1), DNA 模板 1 uL, ddH,O 3.2 uL, Pra 
操作 在 冰 上 进行 ,每 个 样本 做 3 个 技术 重复 。PCR 
反应 条 件 : 95*C 30 s; 95° 5 s, 60% 30 s, 72'C 10 
s, 40 MAH 54° CHR. 
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R1 本 研究 所 用 引物 序列 信息 


Table 1 Sequence information of primers used in this study 








基因 CenBank 登录 号 引物 序列 (5 -3') 参考 文献 

Cenes CenBank accession no. Primer sequences References 
F; CGTCATATGTTGCCAACTGGT 

RP49 GB47227 Lourenco et al., 2008 
R: TTGAGCACGTTCAACAATGG 
F: CAGCATTCGCATACGTACCA 

ABA GB18323 Evans, 2006 
R: GACCAGGAAACGTTGGAAAC 
F: ATGTGGATGGCCGCAACATA 

PPOA3 GB43738 Li et al., 2019 
R; CGCCATATTTCCGGTGAGGA 
F; CTGCCATTAGATGGAATATCGCC 

CYP450 6a2 GB49876 Li et al., 2019 
R; GCCAGCCGCGAAAAAGATAA 
F: CCAGCCGAACAGGTGAAGAT 

GLD GB43007 Li et al., 2019 
R; TCGTAGGTGTGGAAGTTGGC 


1.5 细胞 色素 P450 含量 和 PPO 活力 的 测定 
1.5.1 总 蛋白 提取 :将 100 uL ProteinSalf'" Protease 
Inhibitor Cocktail EDTA-free 加 入 到 9 mL TPEB( total 
protein extraction buffer) 中 ,制备 蛋白 保护 液 ;1 mL 
冰 预 冷 PBS 充分 清洗 2 次 ,500 g 离心 5 min, 3$ EIS 
液 ;向 组 织 中 加 入 1 mL TPEB £27 512 , UK EE EE 
30 min ,间隔 10 min 震荡 抬 匀 一 次 ;4%C 14 000 g 离 
心 10 min ,收集 上 清 液 ( 总 蛋白 提取 试剂 盒 DE101， 
北京 全 式 金 生物 科技 有 限 公 司 ) 。 

1.5.2 和 蛋白 浓度 测定 :用 PBS 缓冲 液 将 BSA 
Standard Solution 稀释 为 500 wg/mL; BCA Solution A 
和 BCA Solution B 按照 50: 1 稀释 成 工作 液 ;设置 样 
本 孔 和 标准 孔 ,在 96 微 孔 板 中 分 别 加 入 0, 1,2,4, 
8, 12, 16 和 20 pL 稀释 后 的 标准 液 , 用 PBS 补足 20 
kL, 各 取 20 pL 和 蛋白质 样品 加 入 样本 孔 中 ;向 标准 
孔 和 样本 孔 中 加 入 200 pL 工作 液 ,37 扣 恒温 箱 放置 
90 min; 把 96 微 孔 板 放 入 酶 标 仪 595 nm 波长 下 检 
测 ,绘制 标准 曲线 ,计算 和 蛋白质 样 品 浓度 (蛋白 浓度 
定量 试剂 盒 DQ111 ,北京 全 式 金 生物 科技 有 限 公 司 )。 
1.5.3 酶 活力 测定 :采用 双 抗 体 一 步 夹心 法 酶 联 免 
疫 吸附 试验 测定 意 蜂 体内 CYP450 含量 和 PPO 活 
力 。 取 出 酶 活性 试剂 盒 , 室温 下 平衡 20 min, 将 
1 mL 洗涤 液 加 入 到 19 mL 蒸馏水 中 稀释 洗涤 液 ; 设 
置 标准 品 孔 .样本 孔 和 空白 孔 ,标准 品 孔 中 各 加 入 不 
同 浓度 的 标准 品 SO pL, 样 本 孔 加 入 50 pL 和 蛋白质 
Ta ,空白 孔 不 加 ;标准 品 孔 和 样本 孔 各 加 入 100 
kL 辣 根 过 氧化 物 酶 (HRP) 标 记 的 检测 抗体 , 封 板 
膜 封 住 反应 孔 ,37% 恒温 箱 温 育 60 min; 弃 去 液体 ， 
吸水 纸 上 拍 干 ,每 孔 加 入 350 uL 稀释 后 的 洗涤 液 ， 
静 置 1 min, EZ UE RC BOOKA EAT , AUER 5 
次 。 每 孔 各 加 入 底 物 A 和 B 各 50 kL,37% 避 光 15 


























min ; 每 孔 加 入 50 pL 终止 液 ,在 450 nm 波长 下 检测 
OD 值 。 绘 制 标准 曲线 ,0D 值 除 以 总 蛋白 浓度 得 酶 
活力 (CYP450 含量 : ng/ mg; PPO wi: U/mg) ( Ee 
虫 细 胞 色素 P450 iH m1036261-J 和 昆虫 多 酚 氧 
化 酶 PPO 试剂 例 m1062744-J ,上 海 酶 联 免疫 生物 有 
限 公司 ) 。 
1.6 数据 分 析 

使 用 SPSS21. 0 软件 的 生存 函数 Kaplan-Meier 
对 实验 结果 进行 统计 分 析 , 构 建 意 蜂 生存 曲线 图 表 ; 
本 研究 以 RP49 为 内 参 基因 ,采用 比较 Cy 法 计算 目 
的 基因 的 相对 表达 量 ( 目 的 基因 表达 量 -2 ^^"), 
使 用 SPSS 软件 的 独立 样本 7 检验 对 各 组 意 蜂 的 基 
因 表 达 及 酶 活力 进行 差异 显著 性 分 析 。 


























2 结果 


2.1 0.1 ng/pL 吡虫啉 处 理 对 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 
与 外 勤 蜂 存活 率 的 影响 

1 HM 21 日 龄 意 蜂 自由 取 食 含 吡虫啉 0. 1 
ng/ uL fr] fier 6 d 后 其 存活 率 与 对 照 组 无 显著 
差异 (PP>0.05) ,表明 意 蜂 自 由 取 食 含 0. 1 ng/pL 
吡虫啉 的 50% FEE META 6 d 对 其 没有 造成 致死 毒 
性 ;1 日 龄 意 蜂 自由 取 食 含 吡虫啉 0. 1 ng/L W 
糖 溶液 9 d 后 与 对 照 组 存活 率 无 显著 差异 (P > 
0.05) ,21 日 龄 意 蜂 自由 取 食 含 吡虫啉 的 蔗糖 溶液 9 
d 后 与 对 照 组 存活 率 有 显著 差异 (P<0.05),1 HE 
意 蜂 自由 取 食 含 吡虫啉 0. 1 ng/pL 的 亡 糖 溶液 21 d 
后 与 对 照 组 存活 率 有 显著 差异 (P «0.05) ,表明 长 
期 取 食 含 吡虫啉 的 巷 糖 溶液 会 对 其 造成 致死 毒性 
(图 1)。 
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Fig. 1 





图 1 0.1 ng/yL 吡虫啉 处 理 不 同时 间 后 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 与 外 勤 蜂 的 存活 率 


Survival rates of house and field bees of Apis mellifera ligustica after exposed to 0. 1 ng/uL imidacloprid for different time 





1 日 龄 和 21 日 龄 意 蜂 抓 出 笼 养 ;处 理 组 饲 喂 含 0.1 ng/pL 吡虫啉 的 50% 芯 糖 溶液 ,对照 组 饲 喂 含 0. 1 ng/pL 丙酮 的 50% HERA HE. The 1 and 


21 day-old adult bees were caught and raised in cages. In the treatment group, the bees were fed with 50% (w/v) sucrose solution containing 0. 1 ng/ 


uL of imidacloprid ad libitum, while in the control group the bees were fed with 50% (w/v) sucrose solution containing 0.1 ng/L of acetone ad 


libitum. 图 2 和 3 同 The same for Figs. 2 and 3. 


2.2 0.1 ng/pL 吡虫啉 处 理 对 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 
与 外 勤 蜂 免 疫 解 毒 相关 基因 表达 的 影响 

如 图 2 所 示 1 日 龄 意 蜂 自由 取 食 含 0. 1 ng uL 
吡虫啉 的 蔗糖 溶液 6 d JS, PPOA3, CYP450 6a2, 
ABA 和 GLD 表达 量 与 对 照 组 相 比 均 有 显著 下 调 趋 
HP «0.05) ;而 21 日 龄 意 蜂 自 由 取 食 该 药剂 6 d 
后 ,CYP450 6a2, ABA 和 GID 基因 表达 量 均 有 显著 
下 调 趋势 (P <0.05),PP043 表达 量 有 显著 上 调 趋 
势 (P<0.05)。 自 由 取 食 含 0.1 ng/L 吡虫啉 的 芯 
糖 溶 液 6 d 后 ,21 日 龄 意 蜂 PPOA3, CYP450 6a2 和 
ABA 表达 量 均 显著 高 于 1 HSXESE(P <0.05),21 
日 龄 意 蜂 CLD 表达 量 显 著 低 于 1 日 龄 意 蜂 (P < 
0.05), 
2.3 0.1 ng/pL 吡虫啉 处 理 对 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 
与 外 勤 蜂 免疫 解毒 酶 系 活力 的 影响 

如 图 3 所 示 ,1 日 龄 意 蜂 自由 取 食 含 0.1 ng/pL 
吡虫啉 的 蔗糖 溶液 6 d 后 ,CYP450 含量 和 PPO 活力 
与 对 照 组 相 比 均 有 显著 下 调 趋势 ,而 21 日 龄 意 蜂 自 
由 取 食 该 药 液 6 d 后 CYP450 含量 与 对 照 组 相 比 有 
显著 上 调 趋势 (P < 0. 05 ) ,PPO 活力 有 显著 下 调 趋 
势 (P<0.05)。 自 由 取 食 含 0.1 ng/L np rt BB je 
糖 溶液 6 d 后 ,21 Hide CYP450 含量 显著 高 于 1 
日 龄 意 蜂 (P <0.05) ,21 日 龄 意 蜂 PPO 活力 显著 低 
于 1 日 龄 意 蜂 (P <0.05)。 


3 讨论 


吡虫啉 作为 被 广泛 使 用 的 新 烟 碱 类 农药 ,0. 1 



















































































































































































ng/L 吡虫啉 处 理 6d 对 1 日 龄 和 21 日 龄 意 蜂 的 
存活 率 没有 显著 的 影响 ,处理 9 d 后 对 21 日 龄 意 蜂 
的 存活 率 有 显著 的 影响 ,对 1 日 龄 意 蜂 存 活 率 没有 
显著 的 影响 (图 1) 。 说 明 环 境 中 存在 的 亚 致 死 剂量 
吡虫啉 短期 胁迫 对 内 勤 蜂 和 外 勤 蜂 的 健康 均 没有 显 
著 影 响 。 与 内 勤 蜂 相 比 , 亚 致 死 剂量 吡虫啉 长 期 胁 
迫 对 采集 蜂 健 康 的 不 利 影响 更 大 。 与 Johnson 
(2012) 的 研究 结果 类 似 , 本 研究 进一步 证 实 了 0.1 
ng/ pL 吡虫啉 短期 胁迫 对 蜜蜂 的 存活 率 无 显著 影 
响 , 长 期 胁迫 则 对 蜜蜂 的 健康 产生 不 利 影响 。 同 时 ， 
在 长 期 胁迫 过 程 中 , 亚 致 死 剂量 吡虫啉 对 内 勤 蜂 、 外 
勤 蜂 表现 出 了 差异 性 的 毒 力 效应 ,这 可 能 与 采集 蜂 、 
内 勤 蜂 的 日 龄 及 所 处 的 生活 环境 密切 相关 ,蜜蜂 是 
典型 的 具有 劳动 分 工行 为 的 社会 性 昆虫 ,蜜蜂 羽化 
出 房 后 至 18 Hi EZH ee LS RR 本 
3E COE SERA TAE,18 日 龄 以 后 主要 负责 守卫 、 采 
蜜 、 采 粉 等 梨 外 工作 (Winston，1991 ) 。 采 集 蜂 负责 
采集 环境 中 各 种 蜜源 植物 中 的 花蜜 , Kessler 等 
(2015) 的 研究 结果 表明 ,外勤 蜂 对 含有 亚 致死 剂量 
吡虫啉 (1 000 nmol/L) 的 糖水 有 采集 偏好 ,将 可 能 
进一步 使 得 外 勤 蜂 更 多 地 接触 到 被 杀 虫 剂 污染 的 花 
4E ,造成 杀 虫 剂 在 采集 蜂 体 内 的 快速 累积 ,从 而 造成 
了 采集 蜂 的 死亡 。 此 外 ,采集 蜂 会 将 被 杀 虫 剂 污染 
的 花蜜 携带 至 蜂 群 ,内 勤 蜂 在 转化 花蜜 及 交 哺 饲 喂 
的 过 程 中 接触 到 这 些 杀 虫 剂 ,进而 其 健康 可 能 受到 
杀 虫 剂 的 胁迫 。 在 蜂 业 生产 实践 中 , 蜂 场 在 转 地 饲 
养 蜜蜂 的 过 程 中 ,蜜蜂 可 能 会 接触 到 被 杀 虫 剂 污染 
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A C 对 照 组 Control group B C 对 照 组 Control group 
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图 2 0.1 ng/kL 吡虫啉 处 理 6 d 后 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 与 外 勤 蜂 免疫 解毒 相关 基因 的 表达 


Fig. 2 Relative expression levels of immune and detoxification related genes in house and 














field bees of Apis mellifera ligustica exposed to 0.1 ng/ HL imidacloprid for 6 d 
A: PPOA3; B: CYP450 6a2; C: ABA; D: GLD. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 (n 23) ; 柱 上 星 号 表示 两 组 间 差 异 显 著 ( 忆 <0. 05, 了 检验 ) Data 
in the figure are mean + SE (n 23). The asterisk above bars indicates significant difference ( P «0. 05) between the two groups by T-test. 图 3 [ri] The 





same for Fig. 3. 
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图 3 0.1 ng/ pl 吡虫啉 处 理 6 d 后 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 与 外 勤 蜂 CY PASO 含量 (A) 和 PPO 酶 比 活力 (B) 
Fig. 3 The CYP450 content (A) and the specific activity of PPO (B) in house and field bees of 
Apis mellifera ligustica exposed to 0. 1 ng/wL imidacloprid for 6 d 




















的 蜜源 ,此 时 立即 将 蜂 群 转移 至 新 的 蜜源 环境 条 件 。 ”成 部 分 ,昆虫 主要 依靠 这 两 类 免疫 系统 抵抗 外 源 性 
下 ,将 大 大 降低 杀 虫 剂 对 蜜蜂 的 不 利 影响 。 致 病因 子 (Erer et al., 2011) ,蜜蜂 主要 通过 氧化 过 
细胞 免疫 和 体液 免疫 是 昆虫 免疫 系统 的 重要 组 。 程 对 农药 等 外 源 物质 进行 解毒 (James and Xu, 
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2012) 。 多 酚 氧 化 酶 参与 昆虫 的 体液 免疫 和 细胞 免 
疫 , 在 昆虫 防御 外 源 性 物质 人 侵 有 重要 的 作用 
(James and Xu, 2012; Lu et al., 2014) ; 细胞 色素 
P450 酶 是 蜜蜂 体内 重要 的 外 源 性 解毒 酶 ,起 着 对 农 
药 解毒 和 氧化 的 双重 作用 ( Hardstone et al., 2007; 
Scott, 2008) ; ABA 是 蜜蜂 重要 的 体液 免疫 蛋白 家 
族 , 具 有 广 谱 的 抗菌 能 力 (Evans, 2004; Randolt et 
al., 2008) ; GLD 编码 一 种 特异 性 氧化 还 原 酶 ,参与 
蜜蜂 的 细胞 免疫 过 程 ,具有 杀 死 病原 阔 的 重要 功能 
( Cox-Foster and Stehr, 1994) , Li “(2019 ) 的 研究 
表明 ,连续 饲 喂 意 蜂 工蜂 含 0.02 ng/ pL nl dp a FE 
BAW 11 d 后 ,CYP450 6a2, ABA 和 GLD 的 表达 量 
与 对 照 组 相 比 均 有 显著 下 调 , 本 研究 结果 显示 ,0.1 
ng/y.L 吡虫啉 胁迫 意 蜂 6 d 后 ,1 日 龄 和 21 日 龄 意 




































































吡虫啉 胁迫 抑制 意大利 蜜蜂 免疫 解毒 酶 系 活力 , 影 
响 蜜蜂 的 健康 。 蜜 蜂 的 生理 代谢 随 着 年 龄 的 变化 而 
急剧 变化 ,与 行为 的 变化 是 一 致 的 。 在 蜜蜂 开始 采 
集 飞 行 时 ,代谢 率 增加 了 近 100 倍 ,年 龄 依赖 性 的 生 
理 转变 是 确定 农药 敏感 性 的 重要 因素 ( Kammer and 
1978; 1986; 
Fewell, 2002; Rinkevich et al., 2015) , 
综 上 ,本 研究 从 免疫 解毒 相关 基因 表达 、 免 疫 解 
毒 酶 系 活 力 和 存活 率 3 方面 探究 了 亚 致死 剂量 吡 虫 
啉 胁迫 对 意大利 蜜蜂 内 勤 蜂 与 采集 蜂 的 影响 。 亚 臻 
死 剂 量 吡虫啉 胁迫 影响 意 蜂 免疫 解毒 相关 基因 的 表 
达 及 免疫 解毒 酶 系 活 力 ,短期 胁迫 对 意 蜂 存活 无 显 
著 影 响 ,长 期 胁迫 影响 意 蜂 的 存活 ,从 分 子 和 生理 水 
平 上 探究 了 亚 致死 剂量 吡虫啉 对 不 同 劳动 分 工行 为 























Heinrich, Harrison , Harrison and 






























































WE CYP450 6a2, ABA 和 GLD 表达 量 均 显著 下 调 ( 图 
2) ,进一步 揭示 了 亚 致 死 剂 量 吡虫啉 胁迫 会 抑制 
CYP450 6a2, ABA 和 GLD 的 表达 ,进而 影响 意 蜂 的 


























蜜蜂 健康 的 差异 性 影响 。 此 外 ,蜜蜂 作为 研究 社会 
性 昆虫 的 模式 生物 , 亚 致死 剂量 吡虫啉 对 不 同 级 型 、 
不 同 劳动 分 工行 为 蜜蜂 的 行为 .生理 和 代谢 影响 仍 




















健康 。 此 外 ,吡虫啉 还 可 以 和 其 他 生物 性 致 病因 子 
协同 作用 ,对 蜜蜂 健康 造成 更 大 的 危害 。 亚 致死 剂 
量 吡虫啉 胁迫 意大利 蜜蜂 后 , 意 蜂 体 内 的 东方 蜜蜂 
微 孢 子 虫 感染 量 显著 增加 , 意 蜂 更 容易 死亡 ( Pettis 
et al., 2012) ,东方 蜜蜂 微 移 子 虫 侵 染 意 大 利 蜜蜂 后 
ABA 和 GLD WI RIKE m K T} (Antúnez et al., 
2009; Chaimanee et al., 2012) ,可 能 是 吡虫啉 胁迫 
会 影响 意大利 蜜蜂 的 免疫 系统 ,降低 蜜蜂 对 其 他 致 
病因 子 的 抵抗 能 力 , 导 致 蜜蜂 更 易 患 病 致死 。1 日 
dt 21 日 龄 意 蜂 自 由 取 食 含 0. 1 ng/pL 吡虫啉 的 
FEMA © d 后 与 对 照 组 相 比 PP043 表达 量 的 变 
化 趋势 有 所 不 同 ,1 日 龄 意 蜂 PP043 的 表达 量 显著 
下 调 ,21 日 龄 意 蜂 PP043 的 表达 量 显著 上 调 , 随 着 
日 龄 的 增长 ,蜜蜂 对 农药 的 敏感 性 .生理 代谢 都 发 生 
了 变化 。 

细胞 色素 PASO 酶 和 多 酚 氧 化 酶 是 蜜蜂 体内 重 
要 的 免疫 解毒 系 酶 ,对 蜜蜂 抵抗 农药 胁迫 具有 重要 
的 作用 。1 日 龄 与 21 日 龄 意 蜂 自由 取 食 含 0.1 ng/ 
pL 吡虫啉 的 蕊 糖 溶液 6 d 后 其 CYP450 含量 变化 趋 
势 与 对 照 组 相 比 有 所 不 同 ,1 日 龄 意 蜂 CYP450 含量 
显著 下 调 ,21 日 龄 意 蜂 CYP450 含量 显著 上 调 ( 图 
3) ,从 生理 角度 进一步 说 明了 由 于 采集 蜂 更 容易 暴 
露 在 农药 污染 的 环境 中 及 缺少 蜂 群 的 保护 ,因此 对 
吡虫啉 胁迫 更 具有 高 敏感 性 ,使 得 CYP450 高 表达 
以 抵抗 农药 胁迫 。1 日 龄 与 21 日 龄 意 蜂 自由 取 食 
含 0.1 ng/ pL 吡虫啉 的 苹 糖 溶液 6 d 后 其 PPO 活力 
与 对 照 组 相 比 均 显著 下 调 (图 3) ,表明 亚 致死 剂量 
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